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Abstract 



Method for the functional immobilisation of enzymes, proteins, peptides ana" whole cells o soho I earner 
ma erials by means of electrostatic interaction between a biocompatible surface coatng and 
the adsorbate which is to be immobilised. Modern industnal applications o hoca tarysis requen% 
require the immobilisation of enzymes or whole cells on sohd earner materials in the boraador with 
minimal losses of enzymatic activity. Biocompatible surfaces and binding ™*™^^ d at 
minimal effect on the natural state of the enzyme are necessary for this purpose. The method is aimed at 
the low-cost and simple preparation and use of biocompatible surface coatings on the earner material by 
means of lipid bilayers for the immobilisation, and the utilisation of the phys.cochemical properties of the 
surface coating for the control, adsorption and desorption of the enzymes. Carrier matenals are 
completeTy and stably enveloped by a lipid bilayer by adsorption of very small monolayer phospholipid 
membrane vesicles on the solid surface. The enzyme to be immobilised is subsequent* washed into the 
SK=n adsorb on the lipid bilayer by coulomb interaction without significant loss ol achv.ty. 
The adsorption charaderist.es of the surface with regard to the enzymes can be influenced by the 
temperature. 
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Prufungsantrag gem. $ 44 PatG 1st gestelh 

© Verfabren zur temperaturabhangigen Fixierung von Biokatalysatoren und Gewebezellen auf festen, 
biokompatiblen Tragermaterialien 

@ Varfahren zur funktionellen Immobllisierung von Enzymen, 
Protelnen, Peptiden und ganzen ZelJen euf festen Tragerma- 
terialien mitteJa eielctrostatischar Wachselwirkung zwisehen 
einer biokompatiblen Oberflachenbeachtohtung des Festk6r- 
pers und dam zu flxJersnden Adsorbat. 
Moderne tachnJ8che Anwendungen dar Biokatalyae erfor- 
dern hiuflg dia Immobilieierung von Enzymen oder ganzen 
Zallan auf fasten Trigermeterialien fm Bioreaktor mit m6g- 
lichat geringen Verluaten an enzymattscher Aktivitit Bio- 
kompatibla Oberflachen sowie Blndungamechanismen, die 
dan nativen Zuatand dea Enzyms mfiglichst wenlg baainfiua- 
Mn, sind hierfur erforderlich. 

Zlel dea neuen Verfahrana 1st die koatengunstiga und 
einfache Preparation und Anwendung von biokompatibton 
Oberflachenbesohiehtungen dea Tragermateriare mlttela U- 
f piddoppalachichtan zur Immobilisierurtg und die Auanutzung 
dar phyaiko-ohemiacrwi Egenacheftan der OberflScnenbe- 
achlchtung zur Steuerung, Adaorption und Deaorption der 
Enzyme. 

Tragermaterialien warden durch Adsorption aehr kleiner, 
CO einachichtlgar Phoapholipid-MembranveaikaJ auf der Feat- 
*>J korperoberflSche mit elner UpiddoppetachicM vollstandig 
CO "Ad stabn umachJoaaan. Daa zu flxJerande Enzym wird 
*f anachlieSend In den Bioreaktor elngespult und kann auf dar 
Lipiddoppelschicrrt durch Coulomb Wachselwirkung ohne 
LU aignlfikantan Aktivitatevertust adaorbferen. Die Adsorptiona- 
O charakteristik dor Oberflftche bezgl. dar Enzyme kann durch 
die Temparatur beeinflulit warden. 

Die folgenden Angafaen alnd den vom Anmelder efngereichten Unteriagen entnommen 

BUNDESORUCKEREl 11.94 408 063/277 6/36 
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Bcschr^BPg 2. BescHfroung des Verfahrens 

Anorganische Festkorper wie z. B. Silizium oder Sili- 
1. Stand der Technik ziumdioxid k6nnen mil einer ca. 5 nm dicken, bimoleku- 

5 laren Schicht aus amphiphilen MolekOlen (im folgenden 
Die Fixierung von Enzymen (d h, biokatalytisch wirk- Bilayer genannt) beschichtet werdcn (Taram, L. "Sup- 
samcn Proteinen) auf gccignetcn Tragermaterialien zur ported Phospholipid Bilayers", Biophysical. Journal 
Katalysierung von Bioreaktionen unter den kontroltier- (Biophys. Soe. USA) 47, 103— 1 1 3, (1985)). Das Resultat 
ten Bedingungen (u. a. pH-Wert, Temperatur, Sauer- ist ein sogenannter Solid Supported Bilayer (SSB), wie 
stoffpartialdruck, Viskositat) eines nach dem Oberfla- io er schematisch in Abb. 1 gezeigt ist Die Dicke des SSB 
chenprinzip arbeitenden Bioreaktors ist ein zentrales ist ca. 5 nm und die Dicke der Wasserschicht zwischen 
Problem der Bio technologic (s. z. B. Prave, P. et at, "Fun- Festkdrperoberflache und Bilayer ist 1,5 bis 2,0 nm 
damentals of Biotechnology", Kap. 12.4 und Kap. 6, VCH (Johnson et aL, -Structure of an adsorbed DMPC bilayer 
Verlagsgesellschaf t Weinheim, ( 1 987)). Die Immobilisie- measured with specular reflection of neutrons", Biophy- 
rung der Enzyme ist deshalb so wichtig, ura einerseits 15 sical Journal 59, 289—294, (1991)). Zur Beschichtung 
ihre optimale katalydsche Aktivitat uber lange Zeitrau- werden Phospbolipidmolekflle, die Hauptkomponenten 
me sicherzustellen und andererseits ihre Vermischung jeder tierischen Zellmembran, verwendet Durch diese 
mit dem Reaktionsmedlum zu verhindern. Letzteres Beschichtung wird die anorganische Oberflache voll- 
wurde sonst zum Verlust des Enzyms und zu einem stlndig biokompatibel, d.h. mit dieser Oberflftche in 
hoheren technischen Aufwand bei der Produktaufarbei- 20 Kontakt kommende Proteine denaturieren nicht. Die 
tung(Rcinigung)fuhren. physikalischen Eigenschaften derartiger Bilayer-Be- 

Als Tragermaterialien zur Fixierung in Bioreaktoren schichtungen und ihre Hersteilung im LabormaBstab 
wird eine Vielzahl von Feststoffen verwendet, u. a. Glas, wurden in den letzten Jahren eingehend untersucht (s. 
Keramik, Silica Gel, Kunststoffe, Coilagenverbindun- Naumann, G et al, YYPhase transition behavior of sin- 
gen, Stfirkeverbindungen, Poiymere. Die Form dieser 25 gle phosphatidylcholine bilayers on a solid support stu- 
Trager im Bioreaktor variiert ebenfalls- stark, neben died by DSC NMR and FT-IR", Biophysical Journal 63, 
Platten, Fasern und Hohifasem sind Hohlkugeln, Folien 1314-1319 (1992) sowie Bayerl, T. M and M. Bloom, 
und Membranen gebrauchlich. Die Fixierung der Enzy- "Physical properties of single phospholipid bilayers ad- 
me auf diesen Tragern erfolgt entweder durch Adsorp- sorbed to micro glass beads", Biophysical Journal 58, 
tion, chemische Btodungen (kovalent, ionogen, immune- » 357 —362, (1990)). Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbei- 
logisch)oderEinschluB. ten ist die Erkenntnis, daB die BUayer-Beschichtungen 

Ein wichtiges Problem bei der Immobilisierung der fQr Zeitraume von Wochen bis Monaten stabil sein k6n- 
Enzyme 1st die Gefahr der teilweisen oder vollstandigen nen und die gesamte Oberflache des Tragermaterials 
Denaturierung derselben durch den Kontakt mit der bedecken, Weiterhin wurde gezeigt, daB die strukturei- 
Trageroberflache und der damit verbundene Verlust 35 len und dynamischen Eigenschaften dieser Bilayer de- 
von katalyti6cher Aktivitat Dies ist besonders gravie- nen naturlicher Lipidmembranen sehr ahnlich sind 
rend, wenn anorganische Tragermaterialien in direkten Verwendet man zur Beschichtung statt dem zwitter- 
K-ontakt mit dem Enzym koramen. Aber auch organi- ionischen und damit nach auBen elektrisch neutralen 
sche Trager wie naturiiche Polymere (z.B. Dextran) Lezithin (das in tierischen Zellen am haufigsten vorkom- 
kOnnen in manchen Enzymen Konformationsumwand- 40 mende Phospholipid) eine binare Mischung aus Lezithin 
lungen mit daraus resultierender Reduktion der enzy- und einem Lipid mit negativer Ladung (z. B. Phosphose- 
matischen Aktivitat induzieren. Um dieses Problem bei rin oder Phosphoglycerol) erhalt man eine negativ gda- 
anorganischen Tragern in den Griff zu bekommen, wird dene Oberflache. Die Verteilung der Oberflachenladung 
in jOngster Zeit vermehrt mit sogenannten biokompati- hangt nun vom Mischungsverhalten der beiden 
blen Oberflachen gearbeitet. Diese werden durch Be- 45 Phospholipidkomponenten ab (Lee, A.G„ Biochim. B10- 
schichtung des Trftgers mit organischen Filmen aus ei- phys. Acta 472 (1977) 237 -344). 
nem Material, welches bei Kontakt mit dem Enzym kei- Bei regularen Mischungsverhalten ist die Bildung von 
ne Konformationsumwandlungen in demselben indu- Lipiddomanen (Cluster) mit holier negativer OberfU- 
ziert (biokompatibel), erzeugt chenladung im kristallinen Phasenzustand moglich (in- 

Ein weiterer Nachteil der bisherigen Verfahren zur 50 folge teilweiser Entmischimg, Sackmann, E, "Biopby- 
Enzym fixierung ist die zumeist technisch aufwendige sics", Hoppe, W, Lohmann, W„ Markl, R, Ziegler, R 
Art der Fixierung. Diese muB La. auBerhalb des Bioreak- (eds.), pp 425 -457, Springer Verlag Berlin, 1983). Diese 
tors durchgefUhrt werden und ist oft irreversibler Natur, Domanen sind durch Ihre hohe Oberflacheiiladung m 
d. h. das Enzym kann entweder gar nicht oder nurunter der Lage, Proteine mit entgegengesetzter (positiver) 
Verlust seiner enzymatischen Aktivitat von der Oberfla- 55 Ladung durch Coulomb Wechselwirkung fest zu binden 
che wieder entkoppeh werden. Diese Option der geziel- (Johnson et al, "Coupling of spectrin and polylysine to 
ten Kopplung bzw. Entkopplung des Enzyms an/von phospholipid monolayers studied by specular reflection 
der Trageroberflftcfae ist jedoch aus prozeBtechnischer of neutrons", Biophysical Journal 60, 1017-1025, 
Hinsichtsehrvorteiihaft (1991)). Eine schematische Darstellung einer solchen 

Das neue Verfahren soil einerseits eine optimale Bio- so Bindung wird in Abb. 2 gcgeben. Hingegen werden ne- 
kompatibilitat der Trageroberflachen garantieren und gativ geladene Proteine abgestoSen und somit eine sc- 
weiterhin die Option bieten, die Kopplung bzw. Ent- lektive Bindung von Proteinen nach ihrem Ladungszu- 
kopplung des Enzyms mit der biokorapatiblen Oberfla- stand ermoglicht Wird nun der kristalline Phasenzu- 
che durch Veranderung der Temperatur im Bioreaktor stand nach der Bindung des Proteins durch Temperatur- 
gezieltzusteuern. 63 erhohung in den flQssig-kristallinen Zustand UberfOhrt 

(PhasenQbergang erster Ordnung bei der Phasenuber- 
gangstemperatur T m ), zersetzen sich die Domanen infol- 
ge einsetzender lateraler Diffusion der einzelnen 
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PhosDhorUpidmolekOJe undW>b e rfiachenJadung wird positiver Udung^Bteres kann i nun in ^cn ReaJktor 

rnospnorupiumuic*u^ = n , , v-rtcill Der eineesrjfllt werden und wird unraittelbar von dcm Tra- 

Ubcr die gesamte b«ch!cM«e Obeifla che verteilt Der eu^spun CouJoixlb .Wech«clwirki 1 ng gebunden 

bewim one ^ ™™M^J''* . . , , . „- ebe0 jurch Ver- einer natOr ehen Membran weitgehend Shnelt) erfolgt, 

«• to keine signifikan.e Denaturierung (und darat Verlust 

inderung ernes ^SbSb1»dE unV von Proteinen be- an kataiytischer Aktlvitit zu erwarten. Die Bmdung an 

tekoye Kopplung and ™**^™^Se si- die Oberfltche des Trigennaterials ist U test genug. urn 

$££t£££^£^%^ ein AblOsen desEnzyms bei Verwirbelung (ROhren) to 

b X£X^T n $$?X£™* Mt^reTung des inraobuisierten Enzy,ns 

W Auch eine Besciiichtung des Festkorpers mit positiver 15 das Enzyra von dem Trftger entkoppelt werden (z. B. zur 

OteSldffi^^a^ kannTealisiert werden. Aufarbeitung oder wegen ernes Enzymwechsels n Re- 

I binare Mischungen aus Lezithin aktorX ist dies durch 1*3"""^^ 

mit einem amphiphilen, lipidahnlichen Molekul mit posi- oberhalb von T m und anschhefiender Sedimentation des 

tiver Ladung (z. B. di-dodecyldimethyl-ammoniumbro- Tragers reahsierbar. 

mid). Damit sind mit dem Verfahren, je nach Zusam- 20 . _ c„™,* 

measettunE des zur Beschichtung verwendeten BiJay- 3.2 Immobilisierung wasserlGshcher Enzyme oder 

Spl wk auch nega'tiv geladene Proteine ganzer Zellen h l^^^S^ 

selektiv an erne biokompatible Oberfiache koppelbar Hohlhber-Bioreaktoren 

- Hierzu ist ein geschichtetes Tragermaterial aus Glas 

t^mneratur* for die zwei Zust&nde des Bilayers) ist von kann entweder planar (Platten) oder geknimnat (z. 8. 

o^aCe^ abWgig und Hohlfiber) ^ » ^taof «^Uu5S^ 

kannzwischen -2&Cbis + W C variiert werden. FUr folgt analog jzu dem in 3.1 gegebenet iBe«pieL Aaschiie 

P^Swendungeil ist insbesondere der Temperatur- 30 Bend kann das zu fixierende Enzym oder Gewebemate- 

te*£V-$Thtercss*zt, der durch eine Vielzahl rial eingespttlt werden. Temperaturabsenkung auf We- 

von bmaren Pho^MpidmiMhungen (z. B. durch eine te unterhalb von T m bewirkt dann die Kopplung an die 

XcniinTvon ^ biokompatible Oberfiache des Trigeminals Mit die- 

82* mit 1,2^^ «■ Art der Fixierung konnen u. a. auch w^hstumsge- 

^Kii^L r^H^rt werden kann. F 35 koppeite Bioreaktionen un Bioreaktor (trotz Zelbmmo- 

problemJos realisiert werden kana * biiisierung) durchgefOhrt werden, da neu entstehendes 

3 Beispiete Zellmaterial spontan an der Oberfiache gebunden wird 

(bzw. gebunden bleibt). 

llImmobUisienmgwasserlosUcherEr^ymeineinem Die Produ^taufarbeitung ^ 

b Zellen durch Temperaturerh6hung(T>T ffi )vomTrager 

Wirbelscrucnt woreajaor entkoppelt und aus dem Bioreaktor gespult werden 

Als Substrat fur die Bilayer-Beschicfatung werden Ku- konnen. 

gj^rj^£?=^ ^An.en.ungwa^cbe.^ein 

sind Eine VergroBerung der aktiven. beschichteten 45 Bioreaktoren 

i-^S Th,^ ^ Tragermaterial zunachst rer Losungseigenschaften (z.B. Hydrophob zitat) als 

pBioreaWor.tuerzuwiraoas ***** Bioreaktor 50 nicht geeignetfur Bioreaktoranwendungen galten. 

glycero.3.pho S phochotae rat 20 mol-% W*^ s ri e l U «S vielen ist dasCytoehrom P-»50 aus tierischen 

T redSSJoJ ^Se^t^al M bereit for die Enzyme innerhalb der zur Beschtttung verwendeten 

^K^SLyM. Enzyms (mit Membran ermOgncht einersets deren enzymansehe 
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Aktivittt wahrend der Bion 



und verhindert ande- 



rerseits den Obergang des katalytischen Enzyms in das 
Reaktionsgemisch. 



1. Verfahren zur Fixierung von Enzymen oder gan- 
zen Zellen auf Festkdrpern, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine Lipid-Doppelschicht (Bilayer) auf der 
Festkorperoberfl&che adsorbiert odcr gebundcn , 0 
wird und damit einc biokompatible OberflSche er- 
zeugtwird 

2. Verfahren nach 1.1. dadurch gekennzeichnet, daB 
die zur Beschichtung verwendete binare Lipidmi- 
schung eine Lipidspezies mit elektrisch positiver 15 
oder negativer Uberschufiladung enthalt 

3. Verfahren nach mindestens einem der vorange- 
gahgenen Punkte, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Mischungsverhalten der zur Beschichtung verwen- 
deten lipidmischung zur Erzeugung von Oberfla- 20 
chenladungsraustern auf den beschichteten Fest- 
kSrpern ausgenutzt wird 

4. Verfahren nach mindestens einem der vorange- 
gangenen Punkte, dadurch gekennzeichnet, daB ei- 
ne Kopplung oder Entkopplung des Enzyms von 25 
der bilayerbeschichteten Festkorperoberflfiche 
durch Veranderung der Temperatur erzielt wird 

5. Verfahren nach mindestens einem der vorange- 
gangenen Punkte, dadurch gekennzeichnet, daB der 
zur Beschichtung des Tragermaterials verwendete 30 
Lipid Bilayer als Matrix zur Einbettung bzw. funk- 
tionellen Rekonstkution von membranstandigen 
(d. h. in den hydrophoben Bereich des Bilayer hin- 
einreichenden) Enzymen, Proteinen oder Peptiden 
verwendet wird 35 

6. Verfahren nach mindestens einem der vorange- 
gangenen Punkte, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zur Fbcierung von Enzymen, Proteinen, Peptiden, 
ganzen Zellen oder Geweben an Tragermaterialien 

in Bioreaktoren bzw. Fermentern angewandt wird 40 

7. Verfahren nach mindestens einem der vorange- 
gangenen Punkte, dadurch gekennzeichnet, daB es 
zur Separation von Enzymen, Proteinen, Peptiden, 
ganzen Zellen oder Geweben aus Gemiscfaen ange- 



Patentansprtiche 



5 



wandt wird 
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